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ヒトにおける薬物動態は cytochrome P450（P450）や UDP- glucuronosyltransferase 等
の薬物代謝酵素、並びに ATP-binding cassette transporter（ABC トランスポーター）等の
トランスポーターによって大きく左右されるが、これらの酵素およびトランスポータ
ー等の薬物動態関連分子は、医薬品や食餌成分、環境化学物質など種々の化学物質に
よって誘導され、その発現量が増加することが知られている。これら薬物動態関連分
子の誘導は、時として医薬品の薬効減弱や副作用発現の増加など、薬物治療の効果に
悪影響を及ぼすことが問題となっている。したがって、薬物動態関連分子の誘導を正
確に予測、あるいはその分子機構を解明することは、薬物相互作用を未然に防ぐ上で
も重要な研究課題である。 
従来、医薬品による薬物動態関連分子の誘導には、pregnane X receptor（PXR）や vitamin 
D receptor（VDR）等の核内転写因子である nuclear receptors（NRs）が関与することが
知られているが、中でも PXR は、薬物代謝酵素である CYP3A4 や多剤耐性関連タンパ
クである ABCB1/MDR1 などの誘導に関与することから、薬物相互作用とも関連の深
い NRs の一つである。そのため、PXR を介する薬物動態関連分子の誘導機構に関して
は、これまでに多数の研究がなされており、その誘導機構の一端が明らかとされてき
た。PXR は rifampicin（RIF）や clotrimazole（CLO）などの医薬品をはじめ、多種多様
なリガンドが結合することによって活性化され核内へ移行し、核内で retinoid X receptor 
等とヘテロダイマーを形成する。このヘテロダイマーは、標的となる遺伝子の上流に
存在する応答配列に結合し、遺伝子の転写を活性化させることでその発現量を増加さ
せる。 
PXR は肝臓および小腸において発現量が高いことから、PXR が介する薬物動態関連
分子の誘導は主に肝臓と小腸で認められる。しかし、肝臓と小腸では薬物動態関連分
子の誘導機構に大きな差が存在することが知られているが、これは肝臓と小腸におけ
る NRs 発現量の差に起因していると考えられている。小腸では肝臓に比べて PXR の発
現が低い一方で、VDR の発現は肝臓よりも高いために VDR のリガンドとなる医薬品
による CYP3A4 の誘導は腸管で強く認められる。一方、PXR のリガンドである RIFに
よる ABCB1/MDR1 の誘導は、腸管では認められるものの肝臓では認められない。し
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たがって、薬物動態関連分子の誘導機構研究には臓器差を考慮した誘導評価系が必要
である。しかし、現在、肝臓における誘導評価には初代培養肝細胞やヒト肝がん由来
細胞株を用いた評価系が複数確立されているのに対し、腸管では初代培養細胞の単離
培養技術が確立されておらず、また、がん細胞株を用いた誘導評価系も存在しないこ
とから腸管における誘導機構研究はあまり進んでいない。 
PXR が関与する薬物動態関連分子誘導機構に関して、これまでに様々な研究成果が
報告されているが、未だその分子機構が明らかとなっていないものも多数存在する。
その中でも ABCC3/MRP3 は、ABCB1/MDR1 同様に多剤耐性関連タンパクとして知ら
れており、PXR がその誘導に関与することが報告されている一方で、PXR 以外にも aryl 
hydrocarbon receptor（AhR）など複数の転写因子が ABCC3/MRP3の誘導に関与するこ
とが報告されている。さらに、原発性胆汁性肝硬変や閉塞性黄疸などの肝障害時に誘
導されることも報告されており、ABCC3/MRP3の誘導に関して様々な因子の関与が示
唆されているが、その誘導機構は明らかとなっていない。さらに、最近では PXR が関
与する CYP3A4 の誘導に関しても新たな分子機構の存在が示唆されている。polycyclic 
aromatic hydrocarbons（PAHs）は、化石燃料の燃焼や自動車の排気ガスから発生する環
境汚染物質であり、従来、PAHs が AhR を活性化して CYP1A を強く誘導することは良
く知られていた。一方で、近年当研究室に於いて、PAHs が PXR を介して CYP3A4 を
誘導することを報告したが、その分子機構の詳細は明らかとなっていない。これらの
誘導機構には、従来のリガンドによる PXR の活性化だけでは説明がつかず、他の異な
った誘導機構も存在する可能性が考えられ、その詳細な検討が必要となってきた。 
そこで、本研究では、PXR が関与するとされる薬物動態関連分子の誘導機構研究に
資することを目的として、1) 腸管における CYP3A4 および ABCB1/MDR1 同時誘導評
価系の構築、並びに 2) ABCC3/MRP3 遺伝子の新規転写活性化機構の解明および、3) 
PAHs による新規 CYP遺伝子発現調節機構の解明を行った。 
 
1) 腸管における CYP3A4 および ABCB1/MDR1 同時誘導評価系の構築 
 CYP3A4 および ABCB1/MDR1 は腸管における主要な薬物動態関連分子であり、PXR
および VDR 等の活性化により同時に誘導されることが知られている。本研究では、既
に同定されている CYP3A4 遺伝子の転写調節領域（－7826 bp～－7208 bpおよび－362 
bp～+11 bp）および ABCB1/MDR1 遺伝子の転写調節領域（－8935 bp～－7472 bpおよ
び－602 bp～+126 bp）を、それぞれホタルルシフェラーゼ遺伝子およびウミシイタケ
ルシフェラーゼ遺伝子を有するレポータープラスミドに組み込み、これを腸管由来の
細胞株である LS174T細胞に安定発現させた細胞を樹立した。そして、樹立したCYP3A4
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およびABCB1/MDR1レポーター遺伝子安定発現細胞（1-2-10細胞および 3-13細胞）の、
腸管における CYP3A4 および ABCB1/MDR1 誘導薬物に対する応答性をレポーターア
ッセイにより検討した。その結果、これらの細胞株は種々の CYP3A4 および
ABCB1/MDR1 誘導薬物に対して有意なレポーター活性の上昇を示し、さらに、これら
の細胞株は混合培養することで、CYP3A4 および ABCB1/MDR1 の誘導を同時に測定可
能であった。また、LS174T 細胞から樹立したこれらの細胞においては、PXR の代表的
なリガンドであるRIFによるCYP3A4およびABCB1/MDR1の誘導は認められず、VDR
のリガンドにより強い誘導が認められたことから、腸管における誘導評価系として有
用であると考えられた。 
 
2) ABCC3/MRP3 遺伝子の新規転写活性化機構の解明 
 まず始めに、ABCC3/MRP3 の誘導に関与する NRs を明らかにする目的で、ヒト
ABCC3/MRP3 遺伝子の上流約 10 kb領域を組み込んだレポータープラスミド
（pGL3-MRP3-10k）を作製し、種々の NRs のリガンドによるレポーター活性を測定し
た。その結果、ABCC3/MRP3 遺伝子の上流－6831 bp～－6810 bpに CLO 応答領域が存
在することを明らかとした。この CLO応答領域には PXR の結合が予想される配列が
複数確認されたことから、PXR の過剰発現およびゲルシフトアッセイによる検討を行
った。その結果、CLO による ABCC3/MRP3 レポーター活性の上昇は、PXR を過剰発
現させても増強が認められず、CLO応答領域への PXR の結合も認められなかったこと
から、PXR は CLOによる ABCC3/MRP3 遺伝子転写活性化に関与していないことが示
唆された。そこで次に、CLOが有する肝細胞障害性に着目し、細胞障害により活性化
される mitogen-activated protein kinase（MAPK）経路との関連について検討した。その
結果、CLOが引き起こす細胞障害は、MAPK 経路の中でもストレス応答性の MAPK
として知られる p38 mitogen-activated protein kinase（p38 MAPK）を活性化することが示
された。さらに、p38 MAPK の活性化剤である anisomycin が ABCC3/MRP3 遺伝子発現
を増加させたことから、CLOは p38 MAPK の活性化を介して ABCC3/MRP3 遺伝子を
転写活性化することが示唆された。 
 
3) PAHs による新規 CYP 遺伝子発現調節機構の解明 
 当研究室のこれまでの検討から、PAHs であってもその CYP3A4 誘導活性には大きな
差が存在することを明らかとしている。一方で、benzo[a]pyrene等の PAHs は、その活
性代謝物が DNAを傷害し細胞周期へ影響を及ぼすことが知られているが、近年の研究
から、細胞周期の変化が CYP の発現量に影響を与えることが報告されている。そこで
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次に、PAHs が細胞周期に及ぼす影響を測定した結果、PAHs は G2/M arrest を誘導して
いることが明らかとなり、さらに G2/M チェックポイントの活性化を介して、転写因
子である p53を活性化していることが示された。近年、p53が CYP3A4 遺伝子を転写活
性化することが報告されている一方で、p53が PXR を抑制することも報告されている。
そこで、野生型の p53 を発現している HepG2 細胞を用い、siRNAにより p53をノック
ダウンしたところ、PAHs による CYP3A4 mRNA発現量の著しい増加が認められ、p53
が CYP3A4 誘導を抑制している可能性が示唆された。一方、p53を欠損している Hep3B
細胞では、PAHs による CYP3A4 mRNA発現量の増加はほとんど認められなかった。こ
れらの結果から、PAHs は G2/M チェックポイントを介して p53を活性化し、p53は
CYP3A4遺伝子を直接転写活性化すると同時に、PXR を抑制することで CYP3A4遺伝
子の転写抑制も引き起こしている可能性が示唆された（図 1）。 
 
図 1. PAHs による p53 を介した CYP3A4遺伝子発現調節 
 
 以上、本研究では、PXR よりも VDR の寄与が大きい腸管における薬物動態関連分
子誘導評価系の構築並びに、従来、リガンドによる PXR の活性化がその誘導機構に関
与すると考えられていた ABCC3/MRP3 と CYP3A4 に関して、それぞれ p38 MAPK や
G2/M チェックポイントが関与する新規誘導機構の存在を明らかとした。 
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